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論 文 の 内 容 の 要 旨
　イネ開花関連遺伝子 Hd6は、日本晴と Kasalath間の QTL解析から単離された遺伝子で、カゼインキナー
ゼ II αサブユニット（以下 CK2 α）をコードしており、自然日長条件および長日条件下で開花を遅延させる
ことが報告されている。しかし、Hd6による開花調節の分子遺伝学的なメカニズムは解明されていない。 
CK2 はアラビドプシスを含めた複数の生物種で、概日時計の因子であることが報告されており、Hd6も同様
にイネの概日時計を介して開花を制御している可能性が考えられる。本研究では分子遺伝学的な解析から、
イネの概日時計および光周性花成経路における Hd6の位置づけを行った。またアラビドプシスとイネの概
日時計における CK2 の関わりについて共通性と相違について明らかにした。
　Hd6は概日時計を介して開花調節をしている可能性が考えられるため、時計関連遺伝子の発現解析を行っ
た。アラビドプシスの概日時計因子 TOC1および LHY/CCA1のイネオーソログである OsPRR1および
OsLHYの発現は、明暗周期および連続明期で Hd6による影響は見られなかった。また、連続明期および連
続暗期のいずれも Hd6による発現パターンの差は見られなかった。以上の結果から、Hd6による開花制御
は概日時計を介していないことが示された。
　CK2 ホモログはイネゲノム中に他に 3つ存在しているため、Hd6の機能欠損だけではイネの CK2 と概日
時計との関係を理解できない。そこでハムスターで報告されている CK2 αのドミナントネガティブ Timekeer
変異を参考に、イネ CK2 αのドミナントネガティブ変異体（以下 Hd6-tik）を作製した。Hd6-tik形質転換体
は T1 世代で異常な生育を示す個体がみられ、イネにおいて CK2は多面的な機能をもっていることが示唆さ
れた。OsPRR1のリズムを測定したところ、連続暗黒条件下で Hd6-tik による影響は認められなかった。ま
たT2固定系統では、時計関連遺伝子の発現に差は見られなかったが、Hd1の発現が半分程度に低下しており、
CK2 活性の低下による開花促進は多面的に作用していることが予想された。今後、さらに詳細な解析が必要
であるが、イネにおいて CK2 は概日時計の因子ではないと考えられる。
　次に、概日時計の制御下にある Hd1（アラビドプシスの CONSTANSオーソログ）との関係について調べ
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たところ、Hd6は機能型 Hd1を遺伝的背景に持つ場合のみ開花を遅延した。発現解析の結果から、Hd6は
Hd1の発現パターンに影響をあたえずに下流の Hd3aおよび RFT1の発現を抑制することから、Hd6 は Hd1
の翻訳後調節に関わっていることが予想された。大腸菌で合成した CK2 活性を持つ Hd6 タンパクは、in 
vitroで GST-Hd1 をリン酸化しないことから、Hd6 のターゲットは Hd1 と遺伝学的に強い相互作用にある開
花抑制因子であることが推測された。開花抑制因子として報告されている Ghd7についても同様にリン酸化
アッセイをおこなったが、Hd6 は GST-Ghd7 をリン酸化しなかった。以上の結果は、Hd6は概日時計を介し
てはおらず、Hd1周辺の未知の開花抑制因子をリン酸化することで、イネの開花を制御していることを示唆
している。アラビドプシスでは CK2のターゲットとなる CO相互作用因子は報告されていないことから、
Hd6のターゲット遺伝子はおそらくイネ特異的であろうことが予測される。
　アラビドプシスとイネの CK2 αの概日時計への関与の違いをより明らかにするために、アラビドプシス
の CK2のターゲットである概日時計因子 CCA1とそのイネオーソログである OsLHYとの配列比較を行った。
アラビドプシスでは、in vitroにおける CK2 のリン酸化サイトがすでに分かっており、CK2 によるリン酸化
がホモダイマー形成および正常な CCA1 タンパクとして機能するために必須であることが示されている。イ
ネオーソログである OsLHYでは 2ヵ所（Ser5、6 および Ser550-2）のリン酸化サイトが保存されていたが、
CCA1（Ser484）に相当するアミノ酸は OsLHY（E600）であった。多生物種の完全長配列を追加して比較し
た所、同様に 2ヵ所のリン酸化サイトは保存されていたが Ser484 に当たるアミノ酸はすべて Gluであった。 
In vitroで Hd6 による OsLHYのリン酸化を調べた結果、Hd6 は OsLHY（Ser5、6 および Ser550-2）をリン酸
化し、配列比較の結果を支持した。また LHY/CCA1 様遺伝子は明確なドメイン構造を示し、リン酸化サイ
トはすべてドメイン中に存在していた。 CCA1（Ser484）は C4 ドメインに存在し、C4 ドメインはアラビド
プシスおよびイネゲノム中にそれぞれ LHY/CCA1 および OsLHYにしか存在しないこと、またヒメツリガネ
ゴケの LHY/CCA1 オーソログに存在していることから、C4 ドメインが概日時計因子として重要なドメイン
である事が予想された。ESTデータベースから C4 ドメイン様配列を検索したところ、陸上植物のみで保存
された配列であることが分かった。 CCA1（Ser484）リン酸化サイトはほとんどの生物種では Gluであるこ
とが明らかとなった。 Y2Hによって CCA1 のリン酸化サイトとホモダイマー形成について調べたところ、
CCA1（Ser484）がホモダイマー形成に必須であることが示された。しかし OsLHYは相互作用をしめさなかっ
た。 OsLHYおよび OsLHY（E600A）過剰発現の OsPRR1 発現に対する影響を調べたところ、OsLHY（E600A）
oxでは OsPRR1 の発現抑制能を失っていた。以上の結果から、OsLHYはイネの概日時計因子であり、イネ
においては OsLHYが概日時計因子として機能する際にリン酸化を必須としないため、CK2 がイネの概日時
計に影響を及ぼさない理由の一つであることが推察された。アラビドプシスとイネにおける CK2 の役割の
違いは、CK2 のターゲットタンパクのリン酸化サイトの違い、COおよび Hd1 の機能に関わる花成制御因子
の多様性がもたらしていると考えられる。今後、この多様性を理解することは、陸上植物における光周性の
多様性がどのように生まれてきたかを知る手がかりになると思われる。
審 査 の 結 果 の 要 旨
　小木曽映里氏の博士論文の研究成果は、イネの Hd6 遺伝子の開花制御における役割解明において、植物
に共通な開花制御に関わる構造的に保存された遺伝子の役割が、植物種によって異なるという興味ある現象
を明らかにしたものである。これらの成果は、多様な植物がそれぞれユニークな特徴を獲得する上でのメカ
ニズム解明に大きく貢献するものである。またその成果は、Hd6 による開花遅延が他の開花関連遺伝子 Hd1
に依存して生じることを明らかにし、イネの開花制御機構の解明にも大きく貢献するとともに作物の開花制
御という品種改良における重要なテーマにも関連する重要な成果であると考えられる。博士論文の研究全体
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を通じて、小木曽映里氏が実験素材の作出や解析あるいは評価系の開発など、精力的に実験に取り組んだこ
とによる貴重な成果と考えられる。
　よって、著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
